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Riassunto  
La pathway PI3K-AKT e le proteine correlate PTEN e Rictor svolgono un ruolo fondamentale nel 
metabolismo, nella proliferazione e nella sopravvivenza cellulare e vari studi mostrano come la loro 
disregolazione sia implicata in vari tumori umani e animali. Nel nostro studio abbiamo studiato il 
ruolo di questa pathway e della molecola Rictor in tumori mammari del cane e del gatto, 
esaminando 32 carcinomi mammari di cane, oltre a 6 adenomi,  e 29 carcinomi mammari di gatte. 
Per ciascun campione, di cui era già nota la positività o negatività a PTEN, è stata indagata 
l’immunoreattività ad anticorpi anti AKTSer473 e anti Rictor tramite metodo di immunoistochimica 
(ihc). Dei carcinomi mammari canini 10 su 32 (31,2%) sono risultati positivi ad AKT e tutti i casi 
AKT positivi sono risultati Rictor positivi, avvalorando la tesi che Rictor funga da attivatore di 
AKT tramite fosforilazione; è stata riscontrata una forte correlazione negativa tra PTEN e AKT, a 
conferma del ruolo inibitore che la proteina PTEN svolge nel processo di attivazione di AKT. Nei 
carcinomi canini si è potuta rilevare una correlazione positiva tra AKT ed invasione dei vasi 
linfatici e negativa tra AKT ed overall survival, mentre la positività a Rictor è risultata solo 
debolmente correlata positivamente con l’invasione dei linfatici. Nel caso dei carcinomi mammari 
felini 23 su 29 (79.3%) sono risultati AKT-positivi e tutti gli AKT positivi sono a loro volta Rictor 
positivi. Anche nel caso dei carcinomi felini è stata riscontrata una forte correlazione negativa tra 
PTEN e AKT e sia AKT che Rictor sono risultati correlati negativamente con l’overall survival. 
Questo studio rappresenta una ulteriore indagine in medicina veterinaria del ruolo di AKT nella 
carcinogenesi ed esamina il ruolo di Rictor nell’attivazione di AKT, fornendo una prima 
indicazione della sua importanza nella pathway in oggetto ed indicandolo quindi come un possibile 
target farmacologico.  
Parole chiave: Cane, gatto, tumori mammari, AKT, Rictor, immunoistochimica.  
Abstract 
The PI3K-AKT pathway together with the proteins PTEN and Rictor play a fundamental role in the 
cellular metabolism, proliferation and survival. Several studies have shown how their disregulation 
might be involved in different human and animal tumors. In our work we have investigated the role 
of this pathway by evaluating the expression of the proteins AKTSer473 and Rictor in 32 samples 
of canine mammary carcinomas (together with 6 adenomas) and 29 samples of feline mammary 
carcinomas, using the immunohistochemistry technique. As for the canine carcinomas, 10 out of 32 
(31,2%) turned out to be AKT positive and all these positive ones are Rictor positive, supporting 
the claim that Rictor activates AKT by phosphorilation. We found a strong negative correlation 
between PTEN and AKT, according to inhibitory role of PTEN in the AKT pathway. A positive 
correlation AKT -lymphatic invasion  and a negative correlation AKT-overall survival have been 
pointed out, while only a weak negative correlation between Rictor and lymphatic invasion could be 
remarked. As for the feline carcinomas, 23 out of 29 (79.3%) were AKT positive and again all these 
were Rictor positive. A strong negative correlation PTEN-AKT and a strong positive correlation 
AKT-Rictor could be proved, while both AKT and Rictor are seen to be negatively correlated with 
overall survival. This study represents a further investigation of the role of AKT in veterinary 
oncology and moreover it also indicates Rictor as an important key protein in the AKT pathway, 
showing its potential role as a pharmacological target.  
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Introduzione 
 
La comprensione dei vari meccanismi che intervengono nella carcinogenesi risulta di 
vitale importanza nella formulazione della diagnosi, della prognosi e 
nell’individuazione di possibili target terapeutici e in particolare farmacologici.   Una 
delle “pathways” studiate in varie ricerche in medicina umana e veterinaria è la 
pathway PI3K-Akt assieme alle molecole correlate PTEN, ad azione inibitoria, e 
Rictor ad azione attivatrice. La proteina Akt svolge un ruolo fondamentale nel 
metabolismo, nella proliferazione e nella sopravvivenza cellulare e vari studi 
mostrano come la disregolazione di questa pathway sia implicata in vari tumori 
umani e animali.  Risulta pertanto di notevole importanza identificare i meccanismi 
cellulari che possano portare a tale sovraespressione di Akt o tramite mancata 
downregolazione ad opera di PTEN oppure tramite attivazione mediata dalla 
molecola Rictor, ritenuta responsabile di attivazione di Akt tramite opportuna 
fosforilazione. In particolare la sovraespressione della proteina Rictor, recentemente 
identificata quale molecola chiave nell’attivazione di Akt, è stata associata ad 
aumentata proliferazione neoplastica in varie ricerche in medicina umana, mentre 
manca completamente alcuno studio in medicina veterinaria. 
Questo lavoro di tesi ha avuto come obiettivo investigare tramite tecniche di 
immunoistochimica l’espressione delle molecole Akt e Rictor in vari tessuti 
mammari neoplastici di cane e gatto, cercando possibili correlazioni tra la loro 
espressione e l’espressione di PTEN, il tipo istologico del carcinoma nonché i 
principali caratteri clinico-patologici, quali grading, invasione dei vasi linfatici, 
indice mitotico e sopravvivenza globale. Complessivamente sono stati esaminati 32 
campioni di tessuto mammario neoplastico canino (oltre a 6 campioni di adenomi) e 
29 campioni di tessuto mammario neoplastico felino, testandone l’immunoreattività 
ad anticorpi anti-Akt e anti Rictor. I risultati ottenuti sono stati messi in correlazione 
con l’espressione della molecola PTEN, che è risultata fortemente correlata 
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negativamente con l’espressione di Akt sia nei campioni canini che felini, 
confermando in tal modo il ruolo fondamentale di oncosoppressore che PTEN svolge 
quale “gatekeeper” nell’attivazione di Akt; d’altra parte è stato quindi possibile 
correlare fortemente sia nel cane che nel gatto le positività ad Akt e Rictor, 
confermando il ruolo di Rictor quale attivatore di Akt. Per quanto riguarda i caratteri 
clinico-patologici è stato possibile rilevare nei carcinomi canini una correlazione 
positiva tra Akt ed invasione dei vasi linfatici e negativa tra Akt ed overall survival, 
mentre la positività a Rictor è risultata solo debolmente correlata positivamente con 
l’invasione dei linfatici. Nel caso dei carcinomi mammari felini un’alta percentuale 
(79.3%) dei carcinomi mammari sono risultati Akt positivi e tutti gli Akt positivi 
sono a loro volta Rictor positivi. Anche nel caso dei carcinomi felini è stata 
riscontrata una forte correlazione negativa tra PTEN e Akt e positiva tra le 
espressioni di Akt e Rictor , che a loro volta sono risultati correlati negativamente con 
l’overall survival. 
Dato che molte neoplasie del cane e del gatto ed in particolare i tumori mammari 
posseggono vari caratteri in comune con le corrispondenti neoplasie nell’uomo, tra 
cui ad esempio espressione di recettori per molecole con importanti effetti biologici 
cellulari, la downregolazione o mutazione genica, i caratteri istologici e i possibili 
approcci terapeutici, appare di grande rilevanza poter valutare nei carcinomi 
mammari animali il ruolo della pathway coinvolgente Akt e le molecole correlate, 
individuando in tal modo ripercussioni prognostiche e possibili importanti target 
farmacologici. In particolare la molecola Rictor, che abbiamo potuto verificare essere 
fortemente correlata con l’espressione di Akt, potrà essere oggetto di ulteriori studi 
con lo scopo di individuarne la regolazione, altri possibili effettori biologici e la 
sensibilità a farmaci inibitori.  
La tesi è strutturata come segue. Nel primo capitolo abbiamo richiamato alcuni 
concetti e fatti di base in oncologia veterinaria riguardanti in particolare le neoplasie 
mammarie del cane e del gatto, dandone i criteri di classificazione istologica e di 
grading che abbia poi utilizzato nel nostro lavoro. Nel secondo capitolo abbia 
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illustrato in dettaglio la pathway PI3K-Akt e le molecole correlate, riportando quanto 
noto in letteratura a riguardo delle loro funzioni ed attivazioni; abbiamo quindi 
descritto i risultati scientifici noti riguardanti il ruolo della pathway nei tumori 
maligni, sia umani che animali. Nel terzo capitolo abbiamo descritto in dettaglio lo 
scopo della nostra ricerca, descrivendo l popolazione in oggetto e la metodica usata, 
ovvero la tecnica dll’immunoistochimica. Abbiamo quindi illustrato i risultati ottenuti 
facendo uso di analisi statistica riguardante l’analisi delle tavole di contingenza (χ2 o 
test di Fisher)  per la correlazione tra le espressioni delle varie molecole tra loro e con 
i principali caratteri istologici e clinico-patologici; sono state anche effettuate le 
analisi delle curve di sopravvivenza usando il metodo di Kaplan-Meier. Segue infine 
una discussione globale dei risultati ottenuti.  
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Capitolo 1 . Tumori mammari del cane e del gatto. 
 
Di seguito riportiamo una breve descrizione delle principali caratteristiche delle 
neoplasie mammarie del cane e del gatto, rimandando per una trattazione  dettagliata 
e approfondita ai testi di base in oncologia veterinaria (e.g. Withrow et al. 2013).  
Tumori mammari del cane. 
I tumori mammari nel cane sono molto comuni e rappresentano la neoplasia più 
comune nelle cagne non sterilizzate.  I tassi di incidenza riportati per tali neoplasie 
variano molto a seconda degli studi , in particolare a seconda del Paese e delle coorti 
utilizzate.  Negli Stati Uniti, dove è pratica comune praticare l’ovaristerectomia in età 
giovanile, il tasso di incidenza è riportato essere più basso che in altri Paesi, mentre 
vari studi in Europa indicano che i tumori mammari rappresentino tra il 50% e il 70% 
di tutti i tumori che colpiscono la popolazione canina in esame.  Alcuni studi su 
popolazioni chiuse (studi di tipo longitudinale) possono fornire dati più accurati sul 
reale rischio di sviluppare una neoplasia mammaria nel corso della vita del cane, 
indicando ad esempio fino al 71% come percentuale di femmine che sviluppino 
almeno una neoplasia mammaria durante la loro vita (Benjamin et al. 1999).  
Vari fattori di rischio sono stati identificati ed in particolare i più rilevanti sono 
risultati l’età, l’esposizione ormonale e la razza, mentre in misura minore anche 
l’obesità o il peso corporeo hanno mostrato di avere un ruolo non marginale.  
Mentre i tumori mammari maligni risultano estremamente rari in cagne al disotto dei 
5 anni di vita, il rischio di sviluppare una neoplasia mammaria aumenta notevolmente 
con l’età dopo i 7-8 anni ; l’età media dei cani con neoplasia maligna è tra i 9 e 11 
anni, mentre si attesta tra i 7 e 9 anni per le neoplasie benigne.  
L’esposizione ormonale rappresenta un altro importante fattore di rischio. Le cagne 
sterilizzate prima del loro primo estro hanno solo 0.5% di rischio di sviluppare tumori 
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mammari, mentre la protezione data dalla ovariectomia non è più rilevabile se questa 
viene effettuata dopo il quarto anno.  In particolare il rischio aumenta ad ogni ciclo 
estrale della cagna ed è ormai riconosciuto il fatto che l’abbattimento maggiore del 
rischio si ottiene quando la cagna non viene mai esposta agli effetti degli ormoni 
ovarici. Anche trattamenti a base di progestinici per prevenire gli estri sono stati 
dimostrati essere un fattore notevole di rischio: basse dosi di progestinici aumentano 
notevolmente il rischio di sviluppare neoplasie benigne, mentre combinazioni di 
estrogeni e progestinici inducono un alto rischio di sviluppo di neoplasie maligne.  
In genere  i tumori mammari sono più frequenti in razze di piccola taglia come 
Maltese, Yorkshire terriers, ma anche alcune razze di taglia più grande sono noti 
come essere a rischio, come Pastori Tedeschi, Doberman, Boxer. Anche il peso 
corporeo durante la pubertà, ovvero nel primo anno di età, si è mostrato essere un 
fattore rilevante, mostrando come una cagna sottopeso sia più protetta dal rischio di 
sviluppo di neoplasia mammaria.  
In base a questa descrizione dei fattori di rischio, è evidente come l’esposizione 
ormonale sia estremamente importante. Sia estrogeni che progesterone sono necessari 
per lo sviluppo fisiologico della ghiandola mammaria in quanto sono mitogeni 
dell’epitelio mammario ed inducono proliferazione dell’epitelio duttale intralobulare 
nonché sviluppo dei dotti e lobuli. Gli effetti carcinogenici degli estrogeni sono 
attribuibili non solo all’induzione della proliferazione cellulare, ma anche ad alcuni 
effetti genotossici che questi ormoni esercitano aumentando le mutazioni e 
l’induzione dell’aneuploidia ( Russo et al. 2006). Il progesterone esercita a sua volta 
un possibile effetto tumorigeno favorendo una maggiore produzione a livello 
mammario di GH e una up-regolazione dei recettori dello stesso (GHR) ; il GH ha 
effetti diretti stimolando la crescita del tessuto mammario ed induce anche la sintesi 
di altri fattori quali ad esempio l’IGF1 (insulin like growth factor1) che svolge un 
ruolo di fattore di proliferazione e sopravvivenza dell’epitelio e regola l’espressione 
di vari geni implicati nella carcinogenesi, come vedremo nel prossimo capitolo. Molti 
studi supportano l’ipotesi che i tumori mammari nel cane si sviluppino a partire da 
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lesioni benigne che evolvono in maligne sotto l’influenza degli effetti indotti dagli 
ormoni. Nella mammella sana, displastica o neoplastica possono essere presenti vari 
tipi di ricettori ormonali, per estrogeni (ER), progesterone (PR), prolattina, insulina, 
fattore di crescita epidermico  (EGFR) ed altri. I tumori benigni hanno una più alta 
probabilità di ritenere recettori ormonali di quanto non abbiano i tumori maligni ed 
inoltre l’espressione di recettori ER e PR risulta inversamente correlata con la 
differenziazione e la metastatizzazione ; la maggior parte dei tumori benigni o 
comunque ben differenziati risulta positivo ad ER e PR mentre quelli maligni sono in 
maggior parte negativi a ER (Millanta et al 2005), supportando quindi l’ipotesi di una 
perdita della dipendenza ormonale ( Chang et al. 2009, de Las Mulas et al. 2005). 
Anche il proto oncogene HER-2(c-erbB-2) che codifica per una proteina trans 
membrana ad attività di tirosin-kinasi, è stato oggetto di studio, vista la sovra 
espressione ed amplificazione di questo nel 25% dei tumori mammari umani con 
correlazione positiva con un comportamento aggressivo ed una prognosi infausta. La 
sovraespressione di HER2 è stata documentata in una percentuale (17-29%) di tumori 
mammari maligni del cane con correlazione positiva con caratteri istologici negativi e 
breve sopravvivenza (deLas Mulas et al 2003). Un lavoro più recente (Ressel et al. 
2013) prova che, in contrasto con la situazione in medicina umana, la positività a 
HER2 non individua un sottogruppo di tumori con prognosi peggiore, evidenziando 
sovra espressione di HER2 in tessuti non neoplastici ed iperplastici. Un ruolo nella 
patogenesi dei tumori mammari è svolto anche dalla sovra espressione di recettori per 
Cicloossigenasi 2 (COX2) e prostaglandine (PGE2), come evidenziato in un recente 
lavoro di Millanta et al (2014).   
Dal punto di vista clinico, i tumori mammari si manifestano come un nodulo singolo 
oppure noduli multipli (circa nel 60% dei casi) e prevalentemente nelle mammelle 
caudali, che sono normalmente più grandi. Nel caso siano presenti lesioni multiple, si 
considera ciascuna di queste come tumori primari e non come metastasi mentre la 
linfangioneogenesi indotta dal tumore nonché la natura complessa del drenaggio 
linfatico nella mammella del cane sono responsabili di una localizzazione erratica e 
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non prevedibile di metastatizzazione linfonodale. Viene stimato che le neoplasie 
mammarie maligne rappresentino il 50% del totale e che solo il 50% di queste 
metastatizzi per via linfatica ai linfonodi satellite, quindi polmone,fegato, reni, ossa, 
surreni e SNC. 
 
Tumori mammari del gatto. 
Esiste un minor numero di studi epidemiologici di incidenza di tumori mammari nel 
gatto rispetto al cane. Complessivamente l’incidenza è minore che nel cane e secondo 
il California Animal Neoplasia Registry i tumori mammari rappresentano il terzo 
tumore più comune nel gatto dopo i tumori della pelle e i linfomi con un’incidenza 
annua del 12% dei tumori del gatto. Dati invece provenienti da registri italiani 
mostrano un’incidenza del 16% tra tutti i tumori e del 25% nelle femmine (Vascellari 
et al. 2009). Come nel cane, i tumori mammari sono riscontrabili in gatti di età media 
ed anziani, con un’età media di osservazione tra i 10 e 12 anni. Per quanto riguarda la 
predisposizione genetica legata alla razza, i gatti siamesi sono sovrarappresentati, 
anche se questa razza appare essere più predisposta a vari tipi di tumori, supportando 
l’ipotesi di un congenito difetto nei meccanismi di protezione o di alterazioni geniche 
che possano predisporre a sviluppare tumori maligni in questa razza.  
Anche nel gatto l’esposizione ormonale rappresenta un importante fattore di rischio 
nella carcinogenesi. Femmine intere hanno una probabilità sette volte maggiore di 
sviluppare un tumore mammario maligno con una riduzione del 91% del rischio di 
neoplasia quando venga effettuata l’ovariectomia prima dei sei mesi di età. Anche 
l’esposizione a progestinici esogeni aumenta il rischio di circa 4 volte rispetto a gatte 
che non ricevano nessun trattamento con tali ormoni, anche se i progestinici sono più 
associabili all’insorgenza di tumori benigni piuttosto che maligni (Misdrop 1991). 
Analogamente a quanto riportato per il cane, l’esposizione ad ormoni ovarici nei 
primi anni di vita rappresenta un rischio elevato di sviluppo di tumori mammari, 
anche se nel gatto il periodo di latenza appare più lungo. Per quanto l’espressione di 
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recettori per estrogeni e progesterone sia implicato nello sviluppo iniziale della 
neoplasia, numerosi studi confermano il fatto che la maggior parte dei carcinomi 
mammari risultano ER e PR negativi, anche se un terzo di questi sono PR positivi 
(Millanta et al. 2005). Questa bassa percentuale di positività ai recettori ormonali nei 
tumori è consistente con la maggiore aggressività e malignità dei carcinomi mammari 
del gatto e, contrariamente ai tessuti neoplastici maligni, quelli sani o displastici 
esprimono per lo più ER e PR; questa dipendenza ormonale svanisce con la 
progressione del tumore da benigno a maligno. L’espressione di HER2 tende ad 
essere più alta nel gatto che nel cane e nell’uomo (Ressel et al 2013), rendendo i 
carcinomi mammari felini dei candidati ad essere buoni modelli di studio per tumori 
della mammella nella donna refrattari alla terapia ormonale e HER2-positivi.  
I gatti con neoplasia mammaria sono in genere interi e oltre i 7 anni di età; nel caso 
siano stati sterilizzati, l’ovariectomia è stata effettuata dopo i 2 anni di vita. I tumori 
colpiscono meno frequentemente le mammelle craniali e in più del 60% sono 
riscontrabili tumori multipli. Le lesioni appiano di ampie dimensioni, molto adese 
alla cute e nel 25% dei casi anche ulcerate.  Si stima che l’80-85% dei tumori 
mammari del gatto sia maligno e che l’80% di questi metastatizzi (Poli e Ciorba, 
2007). 
L’identificazione precisa delle neoplasie mammarie viene ottenuta tramite esame 
istopatologico delle tessuti con lo scopo di formulare una diagnosi precisa nonché 
una prognosi basata sul comportamento biologico del tumore. Nel cane e nel gatto la 
classificazione attualmente più rilevante e da noi seguita è quella dell’WHO-AFIP  
(World Health Organization –Armed Forces Institute of Pathology) che risulta molto 
simile a quella adottata in medicina umana e che può fornire anche elementi 
prognostici utili. Da notare che nel gatto la classificazione istopatologica è puramente 
descrittiva e scarsamente prognostica in quanto il grado istologico, l’istotipo e il 
grado di differenziazione non hanno lo stesso valore prognostico che assumono nel 
cane.  
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Nella seguente tabella riportiamo la classificazione istologica adottata come riportata 
in MisdorpW, et al.  1999  
Tumori mammari del cane  
1. Tumori maligni. 
1.1 Noninfiltrating (in situ) carcinoma 
1.2 Complex carcinoma  
1.3 Simple carcinoma :  
    1.3.1 Tubolopapillary carcinoma 
    1.3.2 Solid carcinoma 
    1.3.3 Anaplastic carcinoma 
1.4 Special type of carcinomas: 
    1.4.1 Spindle Cell carcinoma 
    1.4.2. Squamous cell carcinoma 
    1.4.3 Mucinous carcinoma 
    1.4.4  Lipid rich carcinoma 
1.5 Sarcoma: 
    1.5.1 Fibrosarcoma 
    1.5.2 Osteosarcoma 
    1.5.3 Other sarcomas 
1.6 Carcinosarcoma  
1.7 Carcinoma or sarcoma in benign tumors  
13 
 
2.Tumori benigni 
2.1 Adenomi 
    2.1.1 Simple adenoma 
    2.1.2 Complex adenoma 
    2.1.3 Basaloid adenoma 
2.2 Fibroadenoma 
    2.2.1 Low cellularity fibroadenoma 
    2.2.2 High cellularity fibroadenoma 
2.3 Benign mixed tumor  
2.4 Ductal papilloma 
3.Tumori non classificati 
4. Iperplasie/displasie mammarie 
 
Tumori mammari del gatto 
1.Tumori maligni 
1.1 Noninfiltrating (in situ) carcinoma  
1.2 Tubulopapillary carcinoma 
1.3 Solid carcinoma 
1.4 Cribriform carcinoma 
1.5 Squamous cell carcinoma 
1.6 Mucinous carcinoma 
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1.7 Carcinosarcoma 
1.8 Carcinoma or sarcoma in benign tumor 
2. Tumori benigni  
2.1 Adenomi 
    2.1.1 simple adenoma 
    2.2.2 complex adenoma  
2.2 Fibroadenoma  
    2.2.1 Low cellularity fibroadenoma 
    2.2.2 High cellularity fibroadenoma 
2.3 Benign mixed tumor  
2.4 Ductal papilloma 
3.Tumori non classificati 
4. Iperplasie/displasie mammarie 
 
Diamo di seguito una descrizione dei tipi principali di carcinomi : 
Il carcinoma in situ è un tessuto neoplastico che consiste di vari noduli ben demarcati 
e che non hanno infiltrato il tessuto circostante invadendo la membrana basale. Questi 
noduli hanno una cellularità densa e consistono di pacchetti di cellule organizzate in 
tubuli irregolari. L’anisocariosi e l’anisocitosi sono moderate , le mitosi sono presenti 
anche se possono variare in numero; vi è perdita della normale architettura, con un 
accumulo di cellule neoplastiche all’interno dei dotti e si possono trovare spesso arre 
di iperplasia lobulare nel tessuto mammario adiacente. Può risultare difficile 
differenziare tra un carcinoma in situ, una iperplasia lobulare con marcata atipia ed 
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una epiteliosi atipica nel tessuto mammario canino, in perfetta analogia con quanto 
accade nell’uomo. 
Il carcinoma complesso ha una componente maligna epiteliale ed una componente 
benigna mioepiteliale ed è quindi caratterizzato da due popolazioni cellulari. La 
popolazione di cellule epiteliali è organizzata in tubuli irregolari e mostrano una 
anisocariosi-anisocitosi da moderata a marcata; vi può essere necrosi focale o 
multifocale di queste cellule neoplastiche, che possono anche avere una 
differenziazione focale squamosa. La seconda popolazione è composta da cellule a 
forma fusata (mio epiteliali) nell’interstizio, che si organizzano in fasci irregolari 
all’interno di una matrice basofila. Alla periferia delle neoplasia vi possono essere 
foci di infiammazione con linfociti e plasma cellule; solo il 10% di queste neoplasie 
invade i tessuti linfatici e le metastasi sono rare. I carcinomi complessi devono essere 
differenziati dagli adenomi complessi grazie alla maggiore cellularità, al 
pleomorfismo cellulare della componente epiteliale, alla presenza di foci di necrosi 
ed un pattern infiltrativo.  
Il carcinoma semplice è composto da un solo tipo di cellule, epiteliali o mioepiteliali 
ed e’ a sua volta classificato in tubulo papillare, solido ed anaplastico; si tratta di un 
carcinoma che tende ad invadere i tessuti adiacenti e i vasi linfatici metastatizzando 
facilmente per via linfatica ed ematogena. Il carcinoma tubulo-papillare è a sua volta 
distinto in tubulare o papillare a seconda che esistano delle formazioni papillari di 
cellule neoplastiche che si estendono all’interno dei lumi tubulari. I carcinomi 
tubulari sono comuni nel cane e quando le cellule neoplastiche invadono i tessuti 
adiacenti vi è spesso una risposta infiammatoria. Nel carcinoma solido le celluel 
neoplastiche si organizzano in foglietti, corde o masse solide. Questo tipo di 
carcinoma è meno frequente del tipo tubulare; le cellule hanno forma poligonale o 
ovale con margini spesso poco demarcati e con nuclei ipercromatici a cromatina 
densa e con un nucleolo centrale basofilo. L’anisocariosi ed anisocitosi possono 
essere da moderate a notevoli, con un numero variabile di mitosi. L’infiltrazione delle 
cellule neoplastiche nei vasi linfatici può essere riscontrata in periferia e le metastasi 
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possono essere presenti nei linfonodi regionali. Da notare nel gatto la variante 
cribriforme che è particolarmente aggressiva e presenta una organizzazione cellulare 
a “setaccio”. Infine il carcinoma anaplastico è il carcinoma più maligno tra i 
carcinomi mammari, mostrando spesso un’invasione diffusa del tessuto connettivo 
interlobulare e dei vasi linfatici.  Non sono riscontrabili noduli neoplastici all’interno 
del tessuto mammario e le cellule neoplastiche epiteliali , a volte singole, si 
organizzano in piccoli nidi; posseggono un nucleo ovale, a volte convoluto e con 
nucleoli multipli. Spesso il carcinoma infiltrante evoca una risposta desmoplastica 
con proliferazione di miofibroblasti e cellule infiammatorie. Spesso i linfonodi 
regionali sono sedi di metastasi 
Ricordiamo infine il carcinoma a cellule squamose, nel quale le cellule spesso 
organizzate in cordoni o in foglietti solidi, subiscono un certo grado di 
differenziazione squamosa. Nella parte centrale della lesione neoplastica si possono 
rinvenire lamelle di cheratina assieme a strutture solide neoplastiche e necrosi. Si 
tratta di un tipo di carcinoma altamente invasivo con invasione dei vasi linfatici.  
Per quanto riguarda i sarcomi, ricordiamo il fibrosarcoma, che è costituito da una 
popolazione di cellule neoplastiche di origine mesenchimale composta di fibroblasti 
organizzati in modo casuale o anche in file parallele. Questo può insorgere da un 
tumore mammario preesistente oppure dallo stroma interstiziale mammario. Questo 
tipo di tumore, per altro raro, va differenziato da mio epiteliomi maligni, carcinomi a 
cellule fusate (ricorrendo ad una ihc)  o anche da emangiopericitomi, quando i 
fibroblasti tendono a disporsi in modo concentrico attorno a vasi sanguigni. 
L’osteosarcoma è invece caratterizzato dalla presenza di materiale osteoide prodotto 
dalle cellule neoplastiche e concentrato al centro della lesione, mentre la parte 
cellulare è evidente alla periferia. Si tratta della neoplasia mesenchimale più comune 
nella mammella del cane e tende facilmente a metastatizzare per via ematogena, 
soprattutto ai polmoni.  
Per quanto riguarda le lesioni benigne, ricordiamo i seguenti. 
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L’adenoma semplice è un tumore benigno che può avere origine da cellule epiteliali, 
che possono conservare attività secretoria oppure mioepiteliali (e in tal caso parliamo 
di mioepitelioma), che spesso hanno forma fusata e si organizzano in strutture di tipo 
solido.  
Nell’adenoma complesso vi è una proliferazione sia epiteliale che mio epiteliale 
assieme ad una componente variabile di stroma. La popolazione di cellule 
mioepiteliali è composta da cellule di forma fusata o stellata con bordi poco 
demarcati all’inizio all’interno della membrana basale, che invece viene 
scompaginata con l’aumento della proliferazione e della matrice fibrillare.  
Il tumore misto benigno, di frequente riscontro nella cagna, presenta una 
proliferazione epiteliale e mio epiteliale benigna assieme a formazione anche di osso , 
tessuto adiposo e anche foci di midollo emopoietico. Nel fibroadenoma abbiamo 
invece una duplice proliferazione epiteliale e mesenchimale senza osso o tessuto 
adiposo, spesso all’interno di una capsula che delimita la neoformazione. Il papilloma 
duttale ha un aspetto papillare con un supporto fibrovascolare; le papille possono 
svilupparsi in dotti multipli e i dotti adiacenti hanno spesso un aspetto ectasico.  
 
Inoltre il tessuto mammario può essere sede di trasformazioni di tipo 
iperplastico/displastico, con fenomeni proliferativi che possono coinvolgere dotti 
extralobulari o intralobulari, dando origine cosi a iperplasie duttali e lobulari. 
L’iperplasia duttale è una lesione non maligna che consiste nella proliferazione di 
cellule epiteliali all’interno dei dotti, causandone spesso l’ostruzione;  a volte le 
cellule assumono caratteri più marcatamente atipici e si parla quindi di un’iperplasia 
duttale atipica, anche se può essere particolarmente difficile distinguerla da un 
carcinoma intraduttale. Nell’iperplasia lobulare invece possiamo distinguere una 
iperplasia epiteliale a livello intralobulare e una adenosi, che coinvolge cellule 
epiteliali, mioepiteliali e dello stroma.  
Ricordiamo infine l’iperplasia fibroepiteliale nel gatto, che consiste in una 
proliferazione a rapido accrescimento dello stroma e dell’epitelio duttale di una o più 
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mammelle e che è riscontrabile nelle gatte molto giovani, intorno ai 6 mesi di età 
dopo un estro silente, oppure nelle gatte giovani sotto i due anni, anche se è stato 
riportato anche nei gatti maschi dopo trattamenti con progestinici.  
 
 
 La stadiazione istologica viene effettuata tramite assegnazione di un grado, basato 
sull’invasività del tumore. Tale gradazione risulta particolarmente utile come fattore 
prognostico in quanto inversamente proporzionale alla sopravvivenza.  
 
Grado 0 = carcinoma in situ. La proliferazione maligna si limita ai bordi anatomici 
dei dotti della mammella.  
Grado I = proliferazione maligna estesa allo stroma ma senza invasione lifatico-
vascolare. 
Grado II = proliferazione maligna invasiva con invasione linfatico vascolare e 
metastasi linfonodali 
Grado III = proliferazione maligna invasiva con invasione linfatico vascolare e 
metastasi a distanza.  
Un tipo di grading istologico che useremo è quello usato in medicina umana, dovuto 
a Elston Ellis, 1991, che risulta più accurato e considera vari elementi quali le atipie 
nucleari, l’attività mitotica e la formazione di tubuli, formulando quindi un punteggio 
finale secondo il seguente schema:  
Formazione di tubuli:  
 ≥ 75% del tumore: 1 punto  
10-20% del tumore: 2 punti 
< 10% del tumore : 3 punti  
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Atipie nucleari:  
Nuclei piccoli e uniformi: 1 punto 
Moderato pleomorfismo : 2 punti 
Marcato pleomorfismo: 3 punti 
 
Mitosi per hpf :  
< 8 : 1 punto  
Tra 8-14: 2 punti  
≥ 14 : 3 punti  
Complessivamente abbiamo  
Grado 1 (WDC) : da 3 a 5 punti  
Grado 2 (PDC) : da 6 a 7 punti  
Grado 3 (PDC) : da 8 a 9 punti .  
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Capitolo 2 .  La pathway PI3K-AKT e RICTOR 
 
2.1 La pathway PI3K-AKT 
La pathway PI3K-AKT è una sequenza di reazioni biochimiche intracellulari che 
coinvolge diverse kinasi quali PI3K, AKT, mTOR nonché la fosfatasi e tensin-
homolog PTEN. Tale pathway, che risulta essere trasduzione di segnali extracellulari, 
è implicata in svariati processi biologici, contribuendo in modo fondamentale alla 
proliferazione, migrazione e sopravvivenza cellulare, come descriveremo in seguito. 
Negli ultimi decenni, tale pathway è stata oggetto di innumerevoli studi atti a fornirne 
una descrizione dettagliata e a descriverne il ruolo nei processi biologici di interesse 
nonché nella carcinogenesi.  
Di seguito analizzeremo i vari componenti fondamentali della pathway PTEN-AKT, 
nonché le loro interazioni ed i  loro effettori nei processi biologici coinvolti. In 
particolare descriveremo i tre principali componenti, ovvero: la fosfatidilinositolo 3-
kinasi (PI3K), il suo antagonista PTEN e la serina/treonina kinasi AKT.  Inizieremo 
con la kinasi AKT, che ha un ruolo centrale nella pathway tramite fosforilazione di 
innumerevoli substrati con effetti sul metabolismo cellulare. 
AKT 
Struttura. AKT è una kinasi specifica serina/treonina a localizzazione citoplasmatica, 
nota anche come protein kinasi B (PKB), che agisce come kinasi una volta che venga 
attivata tramite fosforilazione.  Il nome AKT deriva dalla fusione di “Ak”, una specie 
murina, e “t” iniziale di timoma ; infatti AKT è l’omologo cellulare di una proteina 
codificata da un oncogene del retrovirus murino AKT8 (Bellacosa et al., 1998).  
Più precisamente AKT esiste in tre isoforme AKT1-2-3 (Jiang & Liu, 2009), ciascuna 
con ruoli specifici. Infatti AKT1 è una kinasi coinvolta in pathways relative alla 
sopravvivenza cellulare ed è in grado di indurre proliferazione cellulare (ad esempio 
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crescita muscolare (Luo et al. 2006)); risulta quindi legata all’inibizione 
dell’apoptosi, alla crescita cellulare e alla carcinogenesi (Jiang & Liu, 2009; Lin et 
al., 2005; Sun et al. 2001). L’isoforma AKT2 svolge un ruolo fondamentale nella 
pathway di trasduzione del segnale insulina e topi AKT1-normali ma AKT2-nulli 
sviluppano diabete (Bae et al., 2003). L’isoforma AKT3 risulta invece poco studiata e 
un suo ruolo specifico non è stato attualmente identificato.  
Funzioni. Sono state identificate più di 50 proteine che possono svolgere il ruolo di 
substrato per la fosforilazione mediata da AKT. In particolare:  
a) in seguito a stimolo dell’insulina, AKT fosforila ed inibisce la kinasi-glicogeno-
sintetasi GSK3, che a sua volta regola la glicogeno-sintetasi (GS) inibendola tramite 
fosforilazione – in tal modo AKT favorisce la polimerizzazione del glicogeno (e 
promuove quindi il suo immagazzinamento); inoltre è noto che la GSK3 è inoltre 
svolge un ruolo nella regolazione dell’apoptosi cellulare ed in tal senso AKT 
favorisce la proliferazione cellulare (Pap e Cooper, 1998). Inoltre AKT fosforila e 
attiva la 6-fosfofrutto-2-kinasi favorendo in tal modo la glicolisi; 
b) fosforila la trascrittasi inversa della telomerasi, aumentando in tal modo l’attività 
della telomerasi, un enzima che permette di evitare la senescenza dei telomeri 
attraverso le mitosi e quindi contribuendo all’immortalizzazione di cellule 
neoplastiche (Nicholson et al. 2002);  
c) AKT fosforila ed inibisce la proteina p21(CIP1) , che ha vari effetti inibitori sul 
ciclo cellulare tra cui l’inibizione della replicazione del DNA tramite complessazione 
con la PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) (Roessig et al., 2001) ; AKT 
fosforila ed inibisce anche la proteina p27(Kip1) che è un importante regolatore della 
progressione del ciclo cellulare; 
d) AKT fosforila e inibisce FOXO1, una proteina che promuove l’inibizione della 
crescita cellulare e/o l’apoptosi attraverso diversi meccanismi che prevedono o la 
sovraespressione di vari membri della famiglia Bcl2 di proteine proaptotiche o 
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stimolando l’espressione di vari ligandi che favoriscono l’apoptosi (come FAS o 
TRAIL) (Zhang et al. , 2011); l’inattivazione di FOXO1 è stato provato essere legata 
anche alla proliferazione e migrazione di cellule endoteliali (Fosbrink et al., 2006) ; 
e) la fosforilazione mediata da AKT della proteina MDM2 favorisce la sua attività di 
principale inibitore della proteina p53 (tale molecola infatti si lega a p53 inducendone 
la ubiquitinazione e la successiva degradazione  a livello del proteosoma ) . In tal 
modo viene meno l’azione proaptotica della proteina p53 ( Fang et al. 2006, Ogawara 
et al. 2002);  
f) AKT media la regolazione e l’attivazione del fattore “hypoxia inducible” HIF1, un 
fattore traslazionale che a livello nucleare contribuisce all’attività trascrizionale di 
geni che codificano per il fattore VEGF ed altri fattori antiapoptici. L’importanza di 
questa pathway nel processo di angiogenesi in tumori a rapida crescita è stato oggetto 
di studi recenti (Skinner et al. 2004, Harada et al., 2009)  
g) AKT media l’attivazione di mTORC1, ovvero il “mammalian target of rapamycin 
complex 1” che descriveremo in seguito e che ha un ruolo fondamentale nella 
regolazione della sintesi proteica. In particolare AKT fosforila il tuberous sclerosis 
complex 2 (TSC2) innescando in tal modo l’attivazione di Raptor, una proteina 
costituente di mTORC1 in grado di facilitare la sintesi proteica. (Engelman et al. 
2006) 
Attivazione  L’attività kinasica di AKT è dipendente dalla sua fosforilazione ai siti di 
treonina308 (Thr308)  e serina473 (Ser473). Il ruolo della kinasi PI3K, la 
fosfatidilinositolo 3-kinasi, è fondamentale: in particolare la classe IA PI3K fa parte di 
una famiglia di kinasi intracellulari che sono attivate da recettori tirosin-kinasici  
RTK (ovvero receptor tyrosine kinases) come il recettore insulinico, i recettori per i 
fattori di crescita simil-insulina IGF, i recettori per i fattori di crescita piastrinici 
PDGFR e i membri della famiglia dei recettori per fattori di crescita dell’epidermide 
EGF/ErbB nonché recettori recettori accoppiati a proteina G. A livello della 
membrana citoplasmatica PI3K fosforila il gruppo 3’-idrossilico del 
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fosfatidilinositolo-4-5 difosfato (PIP2) per generare il fosfatidilinositolo-3-4-5 
trifosfato (PIP3). Quest ultima è in grado di legarsi al dominio pleckstrin-homology 
(PH) della  3-fosfoinositide-dependent-kinasi PDK1 e anche di AKT che in questa 
fase è situata alla membrana citoplasmatica (Osaki et al. 2004); la PDK1 si 
autofosforila al sito Ser241, dando in tal modo la trans-fosforilazione di AKT al sito 
Thr308.  
   
La completa attivazione di AKT si ha per doppia fosforilazione ai siti Thr308 e 
Ser473. Esistono varie evidenze che provano che la  fosforilazione al sito Ser473, 
catalizzata da un’altra kinasi che per molto tempo è stata indicata con PDK2, ma non 
individuata con precisione, in realtà avvenga per prima e faciliti la fosforilazione al 
sito Thr308 (Scheid et al. 2002). Negli ultimi anni la kinasi responsabile di tale 
fosforilazione al sito Ser473 è stata individuata in nel complesso mTORC2 ed in 
particolare nella proteina Rictor (Sarbassov et al. 2005, Jacinto et al. 2006, Huang 
and Manning, 2009) in diverse linee cellulari umane. Più recentemente altre kinasi, 
come la integrin-linked-kinase ILK e le protein kinasi C,  sono state individuate come 
kinasi implicate nella fosforilazione Ser473 specificatamente  in determinate linee 
cellulari in cui sia stato effettuato il knockdown genetico di Rictor ( Lee et al. 2013). 
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Una volta che AKT sia stata completamente attivata, può migrare all’interno del 
citoplasma o anche all’interno del nucleo, agendo come kinasi su vari substrati e con 
varie funzioni biologiche come descritto precedentemente. 
Vogliamo ora descrivere la serina/treonina kinasi mTOR, che ha ruoli sia di kinasi 
attivatrice della pathway, sia ruolo di target effettore di AKT.  
mTOR  
La serina/treonina kinasi mTOR, acronimo di “ mammalian target of rapamycin”, è 
una protein-kinasi in grado di fosforilare serina e treonina su substrati specifici ed è 
coinvolta in varie pathways che controllano la crescita, la proliferazione, la motilità e 
la sopravvivenza cellulare. La rapamicina o sirolimus è un antibiotico macrolide 
scoperto in un campione di terreno proveniente da Rapa Nui nel’isola di Pasqua (da 
cui il nome) e che è in grado di legarsi ad un recettore intracellulare formando un 
complesso che interagisce con un dominio di mTOR, slegandolo da un suo 
componente principale (Raptor) (Vezina et al. 1975, Bové et al. 2011). La mTOR è 
subunità catalitica di due complessi molecolari denominati mTORC1 ed mTORC2, 
dei quali solo il primo è sensibile alla rapamicina (Wullschleger et al. 2006).  
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Il complesso mTORC1 è formato dal costituente principale mTOR assieme alla 
proteina regolatoria Raptor, le proteine MLST8 e (individuate recentemente) Pras40 e 
Deptor (Wullschleger et al. 2006, Kim et al. 2002). Il maggior ruolo di mTORC1 è 
quello di promuovere la sintesi proteica – in particolare attivando la kinasi p70-S6K1 
che è implicata nella stimolazione della sintesi proteica e nella proliferazione 
cellulare (allungamento muscolare) (Holz et al. 2005). 
Il complesso mTORC2 vede come maggiori componenti mTOR assieme a Rictor, 
mSIN1, mLST8, PRR5/Protor e Deptor (Oh, Jacinto 2011). Questo complesso è 
implicato nella regolazione del citoscheletro attraverso la stimolazione delle fibre di 
F-actina (Sarbassov et al. 2004) ed è a sua volta regolato da fattori di crescita e livello 
di nutrienti; la localizzazione di questo complesso è ipotizzata a livello della 
membrana, probabilmente in connessione con la localizzazione di AKT (Zoncu et al. 
2011). Il rapporto tra le concentrazioni di mTORC1 e mTORC2 è probabilmente 
legato al rapporto tra le concentrazioni intracellulari di raptor e rictor , che 
competono per il legame con mTOR (Sarbassov et al. 2004). 
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La proteina RICTOR, acronimo di “rapamycin-insensitive companion of mTOR”, 
costituisce uno dei componenti fondamentali di mTORC2 ed è stato dimostrato essere 
un componente strutturale fondamentale per il legame dei substrati a mTOR 
(Mendoza et al. 2011) ; inoltre sembra svolgere un ruolo fondamentale nella stabilità 
del complesso (Jacinto et al. 2006) e come regolatore del citoscheletro (Sarbassov et 
al. 2004) . Rictor è  implicata nel ruolo che mTORC2 svolge per la fosforilazione di 
AKT al sito Ser473. E’ stato infatti dimostrato che, mentre la disattivazione di PTEN, 
regolatore negativo della pathway PI3K/AKT, porta ad un enorme incremento della 
fosforilazione di AKT, la disattivazione anche di Rictor implica una quasi totale 
inibizione dell’aumento di pAKT in varie linee cellulari (Sarbassov et al. 2005). 
Studi recenti in cui Rictor viene disattivato in tessuti specifici, come il tessuto epatico 
in topi, mostrano come il complesso mTORC2 risulti inattivo con gravi conseguenze 
sull’omeostasi glucidica (Hagiwara et al. 2012). Esistono evidenze che indicano 
come Rictor possa agire indipendentemente da mTOR quale proteina regolatrice di 
altri meccanismi cellulari, quali ad esempio la risposta di mastociti a stimoli esterni 
(Taborska et al. 2015).  
Terminiamo quindi questa sezione descrivendo una proteina inibitrice della pathway 
PI3K-AKT, ovvero  
PTEN  
La “phosphatase and tensin homolog” PTEN è una proteina che è codificata da un 
gene che porta lo stesso nome PTEN. Questa proteina agisce come una fosfatasi 
defosforilando la fosfatidilinositolo-3-4-5 trifosfato (PIP3) all’anello inositolo e 
dando come prodotto il PIP2 ; in tal modo la pathway PI3K-AKT risulta inibita 
(Maehama et al. 1998), controllando e limitando la proliferazione e la sopravvivenza 
cellulare. PTEN è inoltre coinvolta in altri meccanismi che in particolare limitano la 
crescita tumorale: in particolare  
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a) interagisce con p53 aumentandone il legame con il DNA e l’attività trascrizionale 
(Freeman et al. 2003); 
b) è coinvolta nel processo di stabilizzazione delle giunzioni intercellulari (Kotelevets 
et al. 2001, Kotelevets et al. 2005). 
 
 
(Da: LaSarge e Danzer, 2014 – Nota: TSC1 e TSC2 indicano tuberosis sclerosis 1-2, due proteine che 
che formano un complesso implicato nella regolazione di mTOR (vedi testo).) 
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2.2 La pathway PI3K-AKT, Rictor e tumori maligni.  
In questo paragrafo descriveremo i ruoli che le diverse proteine coinvolte nella 
pathway PI3K-AKT possono svolgere nella carcinogenesi e nello sviluppo di tumori 
maligni.  
Abbiamo visto come la proteina AKT abbia un ruolo nel metabolismo glucidico, 
stimoli la produzione proteica tramite mTOR, abbia attività antiapoptica e favorisca 
la neoangiogenesi. In tal senso è naturale pensare che AKT possa svolgere un ruolo 
nella carcinogenesi, nella proliferazione cellulare e nella metastatizzazione e vari 
studi ne hanno provato l’associazione  a diversi tumori maligni in medicina umana, in 
particolare in tumori epiteliali; è infatti emerso che in tessuti tumorali la pathway 
PIK3/AKT è la seconda pathway più frequentemente alterata dopo la p53. 
Sovraespressioni e disregolazioni dell’espressione di AKT sono stati riscontrati in 
tumori ovarici (De Marco et al. 2013), colorettali (Choy et al. 2016), tumori 
squamocellulari (Fenice et al. 2007, Chaisuparat et al. 2016), nonché in gliomi, 
gliosarcomi e glioblastomi (Gallia et al. 2009); nei tumori mammari (Akcakanat et al. 
2008, Smit et al. 2015) è stato dimostrato che la pathwayPIK3/AKT risulta alterata in 
qualche sua componente nel 70%  dei casi (Wickenden and Watson 2010). La stessa 
proteina PIK3, che svolge un ruolo fondamentale nell’attivazione di AKT e quindi di 
tutti i suoi target, è stato provato essere coinvolta nell’attivazione di metalloproteinasi 
di matrice, ovvero enzimi in grado di catalizzare la degradazione di proteine di 
matrice extracellulare e quindi permettere la metastatizzazione e l’invasione dei 
linfatici da parte del tessuto neoplastico (Ispanovic et al. 2006). Un ulteriore legame 
tra AKT e la minore espressione di E-caderina, una molecola di adesione, è stata 
messa in evidenza in vari lavori (Kotelevets et al. 2005, Asproni 2014). 
 D’altra parte la proteina PTEN svolge un ruolo inibitorio sulla pathway PI3K-AKT e 
in tal senso è considerata una delle proteine più importanti tra le proteine “tumor 
suppressive”. Un’espressione ridotta, aberrante o persa di PTEN è stata legata a 
diversi tumori in medicina umana, quali tumori mammari (Bose et al 2002, Tsutsui et 
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al 2005), tumori cerebrali, renali, prostatici (Li et al, 1997), tumori linfoidi (Sakai et 
al 1998) e mieloidi (Morotti et al. 2015), melanoma (Mikhail et al. 2005) tra gli altri.  
In uno studio (Dupon et al. 2002), usando un modello di topo transgenico in cui 
PTEN è stato sovra espresso nell’epitelio mammario duttale e alveolare, è stata 
osservata una riduzione della differenziazione degli alveoli nonché la soppressione 
dell’espressione genica delle proteine del latte; all’opposto quando sia stata operata la 
delezione del gene PTEN nell’epitelio mammario, si è osservata durante la 
gravidanza una eccessiva diramazione duttale ed uno sviluppo lobulo alveolare 
troppo precoce, risultando infine nello sviluppo di tumori mammari (Li et al. 2002) 
La proteina Rictor è stata associata più di recente a diversi tumori, quali carcinomi 
mammari (Zhang et al. 2010, Li et al. 2012), prostatici (Guertin et al. 2009), ovarici 
(Im-aram et al. 2013), colorettali (Gulhati et al. 2011), epatocarcinomi (Villanueva et 
al. 2008), squamo cellulari orali (Uesugi et al. 2011) e gliomi (Masri et al. 2007). In 
particolare nei carcinomi mammari duttali, l’espressione di Rictor è stata associata ad 
una aumentata metastatizzazione dei linfatici (Zhang et al. 2010).  
In carcinomi renali la sovraespressione di Rictor, mediata da TNFα e IL6, correla con 
l’aumentata metastatizzazione, mentre il knockdown di Rictor inibisce la migrazione 
e l’invasione delle cellule neoplastiche (Sun et al. 2015).  
La sovraespressione di Rictor è stata anche riscontrata in melanomi, correlandola con 
una aumentata attivazione di AKT e conseguente proliferazione cellulare (Laugier et 
al. 2015). 
In leiomiosarcomi e sarcomi pleomorfi è stata evidenziata la perdita di espressione di 
PTEN nel 70% dei casi, associata ad una sovraespressione di Rictor, suggerendone 
una correlazione con l’oncogenesi di tali sarcomi (Gibault et al. 2012). 
Più recentemente è stato possibile individuare nella proteina T-bet (TBX21), fattore 
transcrizionale nelle cellule citotossiche NK, sia in grado contemporaneamente di 
indurre l’espressione di PTEN e sopprimere quella di Rictor. Poiché tale proteina 
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viene inibita da proteine virali del virus Epstein-Barr (EBV) in cellule di linfoma 
NNL (nasal natural killer cell lymphoma), il circuito T-bet/PTEN/AKT/Rictor è 
coinvolto nella patogenesi del linfoma NNL (Chen HH et al.  2015). 
Un ruolo di importante indicatore prognostico di Rictor è stato inoltre riscontrato nei 
carcinomi dell’endometrio (Wen et al. 2014), mentre molto più recentemente una 
amplificazione di Rictor è stata individuata come l’unica alterazione genica in un 
adenocarcinoma del polmone (Chen H et al. 2015).  
2.3 La pathway PI3K-AKT, Rictor e tumori maligni in medicina 
veterinaria. 
Il ruolo oncosoppressore  della proteina PTEN è stata evidenziata in vari lavori in 
medicina veterinaria, studiando melanomi (Koenig et al 2002), osteosarcomi (Levine 
et al 2002), emangiosarcomi (Dickerson et al, 2005) nel cane nonché tumori 
mammari nel cane e nel gatto (Asproni et al. 2015, Borge et al. 2015, Maniscalco et 
al. 2012, Ressel et al 2009). In questi lavori è stato rilevato come il gene PTEN sia 
mutato o sottoregolato portando ad una minore o assente espressione della proteina 
PTEN in un’alta percentuale di casi di tumori, correlando quindi tale inattivazione 
con caratteri clinici-patologici sfavorevoli.  
La proteina AKT, una volta attivata tramite doppia fosforilazione, è responsabile di 
diversi effetti che comportano una maggiore aggressività del tumore. Anche in 
medicina veterinaria è stata riportata una sovraespressione di AKT in vari tumori 
quali tumori mammari felini (Maniscalco et al. 2012), in emangiosarcomi canini 
(Dickerson et al 2005, Murai et al. 2012, Adachi et al. 2015), osteosarcomi canini 
(Levine et al. 2002), melanomi (Kent et al. 2009), mastocitomi canini (Rodriguez et 
al. 2012). Recentemente è stato riconosciuto un ruolo della sovra espressione della 
pathway PI3K-Akt nell’oncogenesi del carcinoma tiroideo del cane; in particolare 
sono state riscontrate mutazioni geniche responsabili di sovra espressione di mRNA 
relativo a Akt, mentre non sono state individuate mutazioni relative a PTEN (Campo 
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set al. 2014).   In un lavoro recente (Delgado et al. 2015) è stata infine evidenziata 
una sovra espressione di mTOR nella sua forma attivata fosforilata in un’alta 
percentuale di tessuti mammari canini neoplastici, suggerendo in tal modo un ruolo 
attivo di mTOR nella carcinogenesi.  
 
Per quanto riguarda la proteina Rictor e la sua possibile sovraespressione in tumori 
canini o felini non è riportato alcuno studio in letteratura.  
 
 
Capitolo 3. Scopo della ricerca e risultati. 
 
3.1 Scopo della ricerca  
E’ noto dalla recente letteratura scientifica che la pathway PI3K-AKT assieme alle 
molecole attivatrici e regolatrici PTEN e Rictor sono coinvolte in modo significativo 
nella carcinogenesi. Alcune di queste molecole come AKT , Rictor e mTOR sono 
sovra espresse in molteplici tumori in medicina umana e sono correlate a caratteri 
clinico-patologici sfavorevoli come invasione dei vasi linfativi e minore 
sopravvivenza; il gene PTEN svolge un ruolo oncosoppressivo e la sua down 
regolazione con conseguente minore espressione della proteina PTEN è correlato con 
una maggiore aggressività del tumore ed una peggiore prognosi, come dimostrato da 
vari studi sia in medicina umana che veterinaria.  
E’ altrettanto noto che molte neoplasie maligne del cane e del gatto, in particolare i 
tumori mammari, posseggono molteplici aspetti simili alla situazione riscontrata in 
medicina umana. In particolare l’aspetto istologico e il comportamento biologico di 
molti tumori animali ed umani risultano molto simili, rendendo i primi dei modelli 
assai utili nella ricerca e caratterizzazione di meccanismi patogenetici coinvolti 
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nell’oncogenesi e nella proliferazione neoplastica. Questo studio e la possibile 
individuazione di questi meccanismi patogenetici, siano essi di origine genica dovuti 
a down- o up-regolazione di geni coinvolti nella carcinogenesi, siano essi pathways 
coinvolte nell’attivazione della proliferazione cellulare, sono di primaria importanza 
in quanto forniscono non solo mezzi diagnostici e prognostici, ma anche possibili 
target terapeutici nello sviluppo di farmaci che possano intervenire inibendo o 
stimolando la produzione di molecole individuate come rilevanti nel processo 
biologico esaminato. 
Obiettivo di questo studio è stato esaminare vari campioni di tessuto neoplastico e 
sano mammario sia canino che felino allo scopo di individuare, utilizzando la 
metodica dell’immunoistochimica, l’espressione di alcune molecole chiave nella 
pathway PI3K-AKT , quali appunto pAKTSer473 e soprattutto Rictor. Lo scopo di 
tale indagine è stato quindi non solo individuare l’immunoreattività dei campioni alle 
molecole chiave AKT e Rictor, ma soprattutto correlare tale espressione con la 
positività a PTEN e con vari caratteri clinico-patologici di interesse diagnostico e 
prognostico. In particolare la nostra attenzione si rivolge alla molecola Rictor, sia per 
il crescente interesse in questa emerso nella recente letteratura scientifica in medicina 
umana, sia perché ad oggi mancano in toto studi in medicina veterinaria che possano 
evidenziarne il ruolo e la significatività all’interno del processo di carcinogenesi e di 
proliferazione neoplastica.   
 
3.2. Materiali e Metodi 
In questo capitolo descriveremo le popolazioni oggetto del nostro studio, fornendo 
tutte le caratteristiche utili alla nostra indagine. Nel secondo paragrafo illustreremo la 
metodica dell’immunoistochimica, con particolare riferimento alla metodica e agli 
anticorpi primari usati nella nostra indagine.  
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3.2.1 Le popolazioni  
Per il nostro studio sono stati utilizzati tessuti mammari di cani e gatti provenienti 
dalla banca dati del registro tumori del Dipartimento di Scienze Veterinarie di Pisa. I 
campioni provengono da 38 cani e da 29 gatti che sono stati sottoposti a mastectomia 
e quindi ad indagine istopatologica atta a definire la natura benigna/maligna della 
lesione. Di ciascun soggetto e relativo campione istopatologico viene riportato : la 
razza, l’età, il tipo di lesione (ovvero maligna o benigna e in caso di malignità il tipo 
di carcinoma con le seguenti notazioni : kst = carcinoma semplice tubulare, kss = 
carcinoma semplice solido, ksa = carcinoma semplice anaplastico, kc = carcinoma 
complesso), se è presente o meno invasione dei vasi linfatici, la stadiazione istologica 
in termini di grado secondo la seguente corrispondenza (Vail and Withrow, 2007):  
Grado 0 = carcinoma in situ;  
Grado I = proliferazione maligna infiltrante lo stroma, senza invasione linfatico-
vascolare 
Grado II = invasione linfatico-vascolare con metastasi linfonodali 
Grado III = come in grado II + metastasi a distanza. 
E’ stato quindi considerato il grading istologico secondo Elston Ellis (Elston and Ellis 
1991 e Castagnaro et al 1998), assegnando un grado WDC (ben differenziato), MDC 
(moderatamente differenziato) e PDC (scarsamente differenziato) a ciascun campione 
in base ai noti criteri che fondano tale sistema di grading (assegnazione di un 
punteggio alla formazione di tubuli, alle atipie nucleari e al numero di mitosi). Dei 
carcinomi canini i carcinomi sono risultati 13/32 (40.6%) WDC, 10/32 (31.3%) MDC 
e 9/32 (28.1%) PDC; nel caso dei carcinomi felini abbiamo 9/29 (31%) WDC, 12/29 
(41.4%) MDC e 8/29 (27.6%) PDC. 
34 
 
Sono stati infine indicati gli indici mitotici, calcolati come il numero totale di figure 
mitotiche presenti in 10 campi microscopi ad alto ingrandimento (mediana 8.5 nel 
cane e 19 nel gatto).  
Per ciascun campione è stato quindi indicato l’”Overall Survival”, ovvero il tempo 
trascorso dalla diagnosi iniziale all’eventuale morte o perdita del follow-up (la 
mediana è 730 giorni per il cane e 650 per il gatto).  
    
 
3.2.2 Metodica di Immunoistochimica.  
L’immunoistochimica (brevemente IHC) è una metodica usata per individuare la 
presenza di un determinato antigene in un dato tessuto tramite l’utilizzo di anticorpi 
specifici per quel dato antigene. Tale tecnica è stata implementata per la prima volta 
da Albert Coons già nel 1941. L’IHC viene ampiamente utilizzata nella diagnostica e 
risulta fondamentale nella diagnosi di svariate patologie, in particolare in campo 
oncologico; infatti l’IHC permette di evidenziare qualitativamente e 
quantitativamente la presenza di determinati prodotti cellulari in caso di neoplasia, di 
Carcinomi mammari canini 
kst 31,2% 
kss 31,2% 
ksa 3,3% 
kc 34,3% 
Carcinomi mammari felini 
kst 55,2% 
kss 44,8% 
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caratterizzare determinate neoplasie in base alla presenza di specifiche proteine 
caratterizzanti una linea cellulare (ad esempio i clusters CD in caso di neoplasie 
ematologiche o la differenziazione tra neoplasie epiteliali/mesenchimali tramite 
evidenziazione di citocheratine/vimentina) o di evidenziare la presenza di determinati 
recettori in cellule neoplastiche (es recettori per estrogeni).  
La presenza dell’antigene ricercato viene svelata tramite l’utilizzo di anticorpi 
specifici e il legame antigene-anticorpo viene evidenziato tramite una reazione 
cromatica catalizzata dall’enzima perossidasi oppure da un composto chimico 
fluorescente direttamente legato all’anticorpo.  
Gli anticorpi utilizzati sono policlonali o monoclonali; i policlonali sono ottenuti 
tramite immunizzazione di alcuni animali (come coniglio, topo, capra, cavallo) con il 
determinato antigene e sono un mix di proteine che riconoscono diversi epitopi, al 
contrario degli anticorpi monoclonali che invece riconoscono un solo epitopo (e sono 
prodotti dal topo, più recentemente anche dal coniglio); gli anticorpi monoclonali 
sono dotati di maggiore specificità e minore sensibilità rispetto ai policlonali.  Gli 
anticorpi utilizzati sono poi ulteriormente classificati come primari e secondari: i 
primari sono quelli specifici per l’antigene ed in genere non sono coniugati con altre 
molecole, mentre i secondari sono rivolti contro la frazione Fc delle 
immunoglobuline della specie utilizzata per ottenere il primario ed inoltre sono 
coniugati con biotina. Aggiungendo il complesso streptavidina-perossidasi, la 
streptavidina si lega rapidamente alla biotina, formando un legame non covalente 
estremamente resistente a variazioni di pH e temperatura nonché ad agenti 
denaturanti. La perossidasi, rimasta quindi libera nella sezione, catalizza una reazione 
cromogena una volta venga aggiunta la 3,3’-diaminobenzidina (DAB), che conferisce 
una colorazione marrone alle cellule positive.  
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Da Netbiotech.altervista.org 
Il procedimento si svolge attraverso varie fasi. Le sezioni di tessuto montate su 
vetrino e lasciate asciugare a 37
o
C vengono quindi deparaffinate in xylene e passate 
attraverso una serie di alcool a varia gradazione per essere infine reidratate in acqua 
bidistillata. Segue quindi una fase importante, detta di smascheramento dell’antigene 
(antigen retrieval), con lo scopo di correggere le alterazioni agli epitopi causate dalla 
fissazione e conservazione. A tal scopo si usa una soluzione tampone (citrato) a pH 6 
e le sezioni vengono tenute in un forno a microonde per 4 min a 650W ed infine per 
15 min a 350W. Le sezioni, una volta raffreddate a temperatura ambiente per 20 min, 
vengono infine montate su appositi portavetrini. I passaggi successivi sono illustrati 
di seguito:  
a) per evitare che le perossidasi endogene del tessuto possano risultare in false 
positività,  i campioni vengo incubati per 10 min con 100 uL di Dako Real peroxidase 
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blocking solution e quindi lavati per tre volte con la soluzione TBST (Tris-buffered 
saline Tween solution); 
b) per evitare una colorazione di fondo dovuta a legami aspecifici con altre molecole, 
si procede con l’incubazione delle sezioni per 10 min con 100 uL di Ultra V Block 
solution (Thermo Fisher Scientific); il siero proveniente dalla specie in cui viene 
prodotto l’anticorpo primario viene qui usata per saturare possibili legami con epitopi 
che potrebbero cross-reagire con l’anticorpo primario. Seguono tre lavaggi con 
TBST; 
c) viene aggiunto l’anticorpo primario diluito in TBST e lasciato incubare per 1 ora. 
Nel nostro caso l’anticorpo primario anti Rictor (Abnova, Taiwan) è un anticorpo 
policlonale prodotto in capra e diluito 1:300. I controlli positivi sono costituiti da 
campioni di cellule di Leydig, mentre i controlli negativi sono dati dalle sezioni in cui 
l’anticorpo primario non è stato aggiunto ma sostituito da semplice TBST.  
L’anticoporpo primario anti pAKT Ser473 (Abcam, Cambridge UK) è un anticorpo 
policlonale prodotto in coniglio e diluito 1:50). Seguono quindi tre lavaggi con 
TBST; 
d) viene quindi aggiunto l’anticorpo secondario polivalente biotinilato (Vectastain , 
Universal Pan-specific Antibody,  Horse anti- Mouse/Rabbit/Goat, VectorLabs, USA, 
1 goccia in 1 ml, 100 uL/campione) e lasciato incubare per 30 min. Seguono tre 
lavaggi con TBST;  
e) viene aggiunto il complesso streptavidina-perossidasi e dopo tre lavaggi con TBST 
viene aggiunto DAB (Impact DAB, Vector Labs, USA), lasciata incubare per 10 min 
per la reazione cromogena. Dopo lavaggio in acqua bidistillata, le sezioni vengono 
controcolorate in ematossilina per 45’’ (questa colora i nuclei e quindi aumenta il 
contrasto in caso di positività) e quindi disidratate usando una successione di 
immersioni in alcool a diverse gradazioni. Dopo due lavaggi in xylene, i vetrini 
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vengono infine montati con un vetrino copri oggetto ed esaminati al microscopio 
ottico.  
Ciascun campione viene quindi valutato come positivo o negativo a seconda del 
seguente criterio, basato sulla valutazione di due indicatori, l’intensità e la diffusione 
del segnale immunoistochimico. La diffusione è valutata considerando la percentuale 
di cellule positive ed assegnando un punteggio 0-4 come segue:  
0 = nessuna cellula positiva   1= 1-25%  cell positive 
2= 26-50% cell positive    3= 51-75% cell positive 
4 = 76-100% cell positive. 
L’intensità è stata valutata secondo la seguente scala 1-3 : 
1 = segnale debole    2 = segnale moderato    3= segnale forte 
Complessivamente è stato valutato come positivo il campione in cui la somma tra i 
punteggi di diffusione ed intensità sia risultata maggiore o uguale a 3. 
Il segnale di positività a Rictor è stato riscontrato per lo più a livello citoplasmatico, 
mentre in alcuni campioni è stata evidenziata anche una positività nucleare; a tal 
proposito mancano riscontri in letteratura sulla localizzazione del segnale.  
 
 
 
 
 
 
39 
 
3.2.3 Risultati  
Riportiamo di seguito i risultati ottenuti nel nostro studio, esemplificandoli in 
opportune tabelle sinottiche relative ai casi di carcinomi/adenomi mammari canini e 
carcinomi mammari felini. In una prima tabella riportiamo i dati generali, ovvero il 
numero identificativo progisto (Unipi), razza, età, tipo di lesione, invasione vasi 
linfatici, grado, classificazione Elston Ellis, indice mitotico e Overall Survival , 
assieme alle immunoreattività a PTEN, pAKTSer473 e Rictor; nel caso di Rictor 
riportiamo anche per ciascun caso il punteggio assegnato alla diffusione ed 
all’intensità del segnale osservato.  In due tabelle successive riportiamo la 
ripartizione percentuale delle varie immunoreattività alle proteine in esame: nella 
prima esprimiamo i rapporti percentuali , mentre in una seconda tabella bicromatica 
diamo un quadro sinottico che possa essere utile per individuare in modo immediato i 
casi a seconda della combinazione di positività/negatività.  
Successivamente vengono riportate le tabelle di contingenza relative alla correlazione 
tra le varie positività (PTEN, pAKT e Rictor); nel caso del cane vengono fornite due 
tabelle distinte, una in cui vengono esaminati solo i carcinomi ed una seconda in cui 
la popolazione totale è costituita da carcinomi ed adenomi.  Infine vengono illustrate 
le correlazioni tra Rictor e i caratteri clinico-patologici di interesse nei vari campioni 
in esame, ovvero tipo di carcinoma, indice mitotico, invasione dei vasi linfatici, 
grado, classificazione Elston Ellis e Overall Survival riportando in ciascun caso i 
relativi P-values (soglia di significatività statistica < 0.05).  In caso di debole 
significatività statistica, ovvero P-values leggermente superiori alla sogli prefissata, si 
è indicato tra parentesi quadre il valore di P ottenuto usando il metodo esatto di 
Fisher.    
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Tabella campioni tessuto mammario canino.  
Id razza età tipo InvLinf grado ElstonEllis MI OS PTEN 
AKT 
Ser473 Rictor 
Rictor  
D+I 
10570 pitbull  10 kss      si 2 PDC      13 5 1 1 1 2+2 
37892 bracco t 11 kst      si 2 WDC      8 410 0 1 1  3+2 
38240 meticcio 10 kst      no 1 MDC      5 730 1 0 0 1+1 
38626 cocker s 11 kc       no 1 WDC      1 730 1 0 1 3+2 
38627 doberman 8 kst      si 2 WDC      6 365 0 1 1 2 + 2 
39033 meticcio 10 kst      no 1 WDC      9 730 1 0 1 2+2 
39925 setter i 8 kc       no 1 MDC      14 730 1 0 1 2+2 
40967 meticcio 10 kst      no 1 WDC      9 730 1 0 1 2 +3 
42266 meticcio 12 kc       no 1 MDC      8 730 1 0 0 1+1 
42394 pastore t  10 kc       no 1 WDC      3 730 1 0 1 2+2 
42665 meticcio 8 kst      no 1 PDC      11 730 1 0 0 1 + 1 
42869 meticcio 9 kc       no 1 MDC      5 730 1 0 1  2+2 
42929 rottweiler 11 kss      si 2 MDC      14 240 0 1 1 3+3 
43129 meticcio 10 kst      no 1 WDC      8 730 1 1 1 3+3 
43335 meticcio 13 kc       no 1 MDC      11 820 0 0 1 2+2 
44477 meticcio 8 kc       no 1 WDC      1 1800 1 0 1 2+2 
44541 meticcio 11 kc       no 1 MDC      10 730 1 1 1 2 + 2 
45056 cockerspaniel 11 kc       no 1 WDC      7 1020 1 0 0 1+1 
45300 meticcio 10 kss      no 1 MDC      4 960 1 0 0 0 + 0  
45406 drathar  11 kst      no 1 MDC      8 400 0 1 1 2+2 
46786 barboncino 10 kss      no 1 PDC      42 20 1 0 0 1+1 
47615 labrador 9 kst      no 1 WDC      2 730 1 0 0 1 +1 
48026 meticcio 12 kst      no 1 WDC      7 730 1 0 0 0 + 0 
48101 doberman 8 kss      si 2 PDC      27 50 1 0 1 3+4 
48122 rottweiler 11 kss      si 2 PDC      25 300 0 1 1 2+3 
48900 pastore t 9 kss      si 2 PDC      9 120 0 1 1 2+3 
53998 boxer    9 kss      no 1 MDC      9 850 0 0 1 2+2 
57707 boxer    8 kss      no 1 PDC      19 1085 0 0 1 2 + 3  
57908 meticcio 14 kss      si 2 PDC      42 240 1 0 1 2 + 3 
59252 boxer    9 ksa      no 1 PDC      24 30 0 1 1 3+3 
64428 labrador 10 kc       no 1 WDC      5 1120 1 0 1 3+3 
64749 meticcio 10 kc       no 1 WDC      5 1440 1 0 1 2 +3 
76570 meticcio 10 adenoma    /  /    / 1 0 0  
76629 cockerspaniel 9 adenoma    /  /    / 1 0 0  
76638 meticcio 4 adenoma    /  /    / 1 0 0  
76699 border collie 10 adenoma    /  /    / 1 0 0  
76812 yorkshire 7 adenoma    /  /    / 1 0 0  
76927 meticcio 9 adenoma    /  /    / 1 0 0  
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 AKT+ AKT--  Rictor + Rictor - 
Carcinomi 10 (31%) 22 (69%)  24 (75%) 8 (25%) 
Adenomi 0 (0%) 6 (100%)  0 (0%) 6 (100%) 
 
 
Grafico di distribuzione delle positività PTEN/Akt nei carcinomi canini. 
 
Grafico di distribuzione delle positività AKT/Rictor in carcinomi canini 
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Tabella sinottica delle positività a PTEN, AKT, RICTOR in carcinomi e adenomi mammari 
canini.  
ID PTEN AKT Ser473 RICTOR 
  10570 1 1 1 
37892       
 38240       
38626       
38627       
39033       
39925       
40967       
42266       
42394       
42665       
42869       
42929       
43129       
43335       
44477       
44541       
45056       
45300       
45406       
46786       
47615       
48026       
48101       
48122       
48900       
53998       
57707       
57908       
59252       
64428       
64749       
Adenomi 
   76570       
76629       
76638       
76699       
76812       
76927       
  
Legenda: ROSSO = positività, VERDE = negatività 
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n.32 Carcinomi canini: caratteri clinico-patologici. 
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Nota: Per la “overall survival” si è considerata la sopravvivenza oltre la mediana 
(730 gg) dei valori riportati. Nei casi in cui il P-value calcolato indichi una 
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significatività statistica debole, si è indicato in parentesi quadre il valore esatto 
fornito dal metodo di Fisher.  
 
Di seguito vengono riportate le curve di sopravvivenza secondo il metodo di Kaplan-
Meier relative ad AKT e Rictor (MedCalc, statistical software for biomedical 
research). E’ stato inoltre  incluso il Logrank test, che in termini di un P-value 
riportato in calce stima la significatività statistica della differenza tra le due curve di 
sopravvivenza (ciascuna relativa ai gruppi positivi/negativi per la data molecola); il 
limite di significatività è fissato in 0.05.   
 
Fig.1. Curva di Kaplan Meier relativa a AKT. Endpoint= 730 gg (codice 1 se < 730, codice 0 se ≥ 
730) . Logrank Test P = 0.0002. 
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Fig.2. Curva di Kaplan-Meier per Rictor. Endpoint= 730 gg (codice 1 se < 730, codice 0 se ≥ 730) . 
Logrank test P = 0.1830. 
Di seguito vengono riportati i dati ottenuti nel caso di campioni felini.  
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Tabella dei campioni tessuto mammario felino.  
id razza età tipo InvLinf grado ElstonEllis OS MI PTEN AKT Rictor 
Rictor 
D+I 
26892 europeo  10 kst      no 1 WDC      730 2 0 1 1 2+2 
28370 europeo  10 kst      si 2 WDC      820 7 1 0 1 2+2 
29129 europeo  11 kst      si 2 WDC      730 4 1 0 1 2+2 
35383 europeo  9 kss      si 2 MDC      620 35 0 1 1 2+2 
37571 europeo  13 kss      si 2 MDC      730 5 0 1 1 2+2 
38387 persiano 11 kst      si 2 MDC      680 22 0 1 1 2+2 
38834 siamese  13 kst      si 2 PDC      120 19 0 1 1 2+2 
39571 europeo  13 kst      si 3 MDC      460 38 0 1 1 2+2 
44975 persiano 10 kss      no 1 WDC      320 9 0 1 1 3+2 
45010 europeo  10 kst      si 2 PDC      420 36 0 1 1 2+3 
45636 europeo  12 kss      si 2 PDC      150 18 0 1 1 3+2 
49124 europeo  9 kss      si 2 PDC      1520 21 0 0 0   
49528 europeo  8 kst      si 2 WDC      730 21 0 1 1 3+2 
52392 europeo  10 kss      no 1 PDC      730 27 1 0 0   
52916 europeo  13 kss      no 1 MDC      730 7 0 1 1 2+2 
58142 persiano 14 kss      no 1 PDC      370 36 0 1 1 3+2 
59764 siamese  10 kss      si 2 MDC      620 50 0 1 1 2+2 
59949 persiano 7 kst      no 1 WDC      730 9 1 0 1 2+2 
61237 europeo  9 kst      si 2 MDC      730 12 0 1 1 2+2 
63823 europeo  11 kst      si 2 WDC      240 20 0 1 1 2+2 
63888 europeo  12 kss      si 2 PDC      300 43 0 1 1 2+2 
64411 europeo  10 kst      no 1 MDC      730 14 1 0 0   
64424 europeo  12 kst      no 1 MDC      150 15 1 1 1 2+2 
65819 europeo  13 kss      si 2 MDC      600 32 0 1 1 2+2 
68178 europeo  10 kst      si 2 WDC      650 7 0 1 1 2+2 
68183 europeo  12 kss      si 2 PDC      10 49 0 1 1 2+2 
68692 europeo  11 kss      si 2 MDC      730 15 0 1 1 2+2 
72027 europeo  11 kst      si 2 WDC      730 14 1 1 1 2+2 
73744 persiano 9 kst      si 2 MDC      500 21 0 1 1 2+2 
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 AKT+ AKT--  Rictor + Rictor - 
Carcinomi 23 (79%) 6 (21%)  26 (90%) 3 (10%) 
 
 
Grafico di distribuzione delle positività PTEN/Akt nei carcinomi felini. 
 
 
Grafico di distribuzione delle positività AKT/Rictor nei carcinomi felini. 
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Tabella n.4 : Positività a PTEN, AKT, RICTOR in carcinomi mammari felini.  
Id PTEN 
AKT 
Ser473 RICTOR 
   26892       
28370       
29129       
35383       
37571       
38387       
38834       
39571       
44975       
45010       
45636       
49124       
49528       
52392       
52916       
58142       
59764       
59949       
61237       
63823       
63888       
64411       
64424       
65819       
68178       
68183       
68692       
72027       
73744       
Legenda: ROSSO = positivo, VERDE = negativo  
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n.29 Carcinomi mammari felini: caratteri clinico-patologici. 
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Nota: Per quanto riguarda l’overall survival, si è considerata la sopravvivenza oltre la 
mediana (650 gg) dei valori riportati e la sopravvivenza a due anni (730 gg inclusi ed 
esclusi). Nei casi in cui il P-value calcolato indichi una significatività statistica 
debole, si è indicato in parentesi quadre il valore esatto fornito dal metodo di Fisher.  
Di seguito vengono riportate le curve di sopravvivenza secondo il metodo di Kaplan-
Meier relative ad AKT e Rictor (MedCalc, statistical software for biomedical 
research). E’ stato inoltre  incluso il Logrank test, che in termini di un P-value 
riportato in calce stima la significatività statistica della differenza tra le due curve di 
sopravvivenza (ciascuna relativa ai gruppi positivi/negativi per la data molecola); il 
limite di significatività è fissato in 0.05.  
 
 
Fig. 5. Curva di Kaplan Meier per AKT. Endpoint 730 gg (codice 1 se < 730 gg, codice 0 se ≥ 730 
gg). Logrank test : P = 0.0091. 
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Fig. 8. Curva di Kaplan Meier per Rictor. Endpoint 730 gg (codice 1 se < 730 gg, codice 0 se ≥ 730 
gg). Logrank test : P =0.0951. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
30
40
50
60
70
80
90
100
0 500 1000 1500 2000
Giorni
P
ro
b
. 
S
o
p
ra
v
v
iv
e
n
z
a
 (
%
)
RICTOR
pos
neg
54 
 
Discussione e conclusioni. 
 
I campioni di tessuto mammario canino e felino sono stati sottoposti ad esame 
immunoistochimico per evidenziare l’immunoreattività alle molecole pAKTSer473 e 
Rictor. Gli anticorpi primari utilizzati hanno mostrato efficacia, ottenendo positività 
in una certa percentuale dei campioni della popolazione in esame e negatività nei 
tessuti che sono stati assunti come controlli negativi.  
I campioni di tessuto neoplastico canino sono risultati positivi ad AKT nel 31,2% dei 
carcinomi, mentre nessun adenoma è risultato positivo; i campioni di tessuto 
mammario felino è risultato AKT-positivo nel  79,3% dei casi, tutti composti da 
carcinomi. Questo risultato, come già evidenziato nella tesi di dottorato di Asproni, 
2015, mostra come la percentuale di carcinomi canini positivi ad AKT sia inferiore a 
quello riscontrato in medicina umana , mentre l’alta percentuale di positività 
riscontrata nei carcinomi felini conferma il dato già ottenuto da Maniscalco et al 
(2012). La positività ad AKT correla positivamente ed in modo fortemente 
significativo con la negatività a PTEN, in accordo con il fatto che PTEN svolga un 
ruolo essenziale nella regolazione dell’espressione di AKT.  Risulta comunque 
interessante segnalare la presenza di 3 casi di tessuto mammario neoplastico PTEN 
positivo e AKT positivo (corrispondenti al 9% di tutti i carcinomi e al 14% dei 
carcinomi PTEN positivi) – per quanto questi casi non siano spiegabili direttamente 
con il meccanismo di inibizione mediato da PTEN sulla attivazione di AKT, essi 
possono comunque  essere segno di una insufficiente attività inibitoria di PTEN a 
fronte di una sovraespressione di AKT mediata da mutazioni geniche, come 
recentemente rilevato in un lavoro sui carcinomi tiroidei del cane (Campos et al. 
2014). 
Nel caso di campioni canini, l’analisi statistica operata sulle caratteristiche clinico-
patologiche mostra una debole correlazione tra positività ad AKT e carcinomi 
semplici canini. I carcinomi semplici nel cane hanno un comportamento più 
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aggressivo dei carcinomi complessi ed è da notare che la percentuale dei casi AKT 
positivi tra i carcinomi semplici, ovvero il 43%, è ben più alta della percentuale 
riscontrata tra i carcinomi complessi (9%), associando in tal modo la positività ad 
AKT ad una certa aggressività della neoplasia.  E’ stata poi riscontrata una forte 
correlazione con la presenza di invasione dei vasi linfatici nonché una forte 
correlazione con la ridotta sopravvivenza (minore di 2 anni). Anche le curve di 
sopravvivenza elaborate secondo il metodo di Kaplan-Meier mostrano una differenza 
molto significativa relativamente alla positività ad AKT (P =0.0002) quando sia 
fissato un endpoint a meno di 730 gg.  
Nel caso di campioni felini, sussiste ancora una forte correlazione con la negatività a 
PTEN come nel caso dei carcinomi canini; anche qui sono da segnalare 2 casi 
risultati PTEN e AKT positivi. Per quanto riguarda l’analisi statistica delle 
caratteristiche clinico-patologiche invece, abbiamo potuto evidenziare solo una forte 
correlazione statistica positiva con la ridotta sopravvivenza (meno di 650 gg). Le 
curve di sopravvivenza secondo Kaplan-Meier risultano differire in modo altamente 
significativo ponendo endpoints anche diversi a 650 e 730 gg.  
Questi dati confermano alcuni dati già presenti in letteratura sia di medicina umana 
sia di medicina veterinaria relativa a carcinomi felini, mostrando il ruolo decisivo 
della forma fosforilata pAKTSer473 nella relativa pathway nonché nella progressione 
del tumore. Emerge pertanto l’evidenza che AKT possa essere scelto come possibile 
target farmacologico al fine di rallentare la progressione tumorale.   
Per quanto riguarda l’immunoreattività a Rictor, questa è stata riscontrata nel 75% dei 
carcinomi canini, in nessuno degli adenomi canini e nel 89,6% dei carcinomi felini. 
L’immunoreattività è stata rilevata principalmente a livello citoplasmatico, ma si 
segnalano alcuni casi di immunoreattività anche a livello nucleare; tale osservazione 
non trova riscontro nella letteratura scientifica. Nel caso di carcinomi mammari 
canini, quando presente iperplasia questa è risultata negativa a Rictor anche se in rari 
casi è stata riscontrata positività in zone di proliferazione (9%).   
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Tutti i casi AKT positivi sono risultati anche Rictor positivi e la correlazione tra AKT 
e Rictor è risultata fortemente positiva sia nei carcinomi canini, nei 
carcinomi+adenomi canini e nei carcinomi felini. Questo dato conferma che Rictor 
svolge un ruolo fondamentale nella completa fosforilazione ed attivazione di AKT. 
Tuttavia, esistono casi positivi a Rictor ma negativi ad AKT (58% dei carcinomi 
canini positivi a Rictor è negativo ad AKT e l’11,5% dei carcinomi felini positivi a 
Rictor è negativo ad AKT). Questo dato risulta di difficile interpretazione per vari 
motivi, tra cui la mancanza di informazioni in letteratura sulla regolazione di Rictor; 
si noti inoltre che la percentuale più alta appare nei carcinomi canini, dove 
l’espressione di AKT (31,2%) è decisamente inferiore a quanto atteso dai dati in 
medicina umana. E’comunque da notare che il 78,5% (risp. 100%)  di questi casi 
AKT negativi/Rictor positivi nel cane (risp. nel gatto) risulta PTEN positivo: PTEN 
defosforila PIP3 impedendo in tal modo il reclutamento di AKT alla membrana, dove 
hanno luogo le fosforilazioni necessarie alla sua attivazione (cioè PTEN non 
impedisce soltanto la fosforilazione al sito Thr308, per altro non direttamente mediata 
da Rictor).   
Infine, va segnalata una correlazione statistica negativa significativa tra PTEN e 
Rictor riscontrata solo nei carcinomi mammari canini e non i quelli felini. Questa 
associazione non è supportata da alcun dato in letteratura, da cui non emerge alcuna 
relazione tra queste due molecole che appaiono comunque svincolate nella pathway 
in oggetto; anche in questo caso sarebbe auspicabile poter indagare in modo più 
effettivo i meccanismi di up- e down-regolazione di Rictor. 
Per quanto riguarda i caratteri clinico-patologici, è emersa una debole correlazione tra 
Rictor ed invasione dei vasi linfatici in carcinomi canini, mentre nei carcinomi felini 
è stata riscontrata una correlazione negativa debolmente significativa tra 
sopravvivenza a due anni e Rictor. Nonostante non sia emersa una correlazione 
statistica significativa tra Rictor e sopravvivenza, le curve di sopravvivenza di 
Kaplan-Meier mostrano comunque una differenza significativa quando si ponga un 
endpoint a 730 gg (inclusi) nel caso dei campioni felini.  
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Complessivamente questi risultati mostrano come AKT svolga un ruolo determinante 
come proteina oncogena influenzando la proliferazione cellulare, la sopravvivenza 
cellulare e la neoangiogenesi e riflettendosi quindi sull’aggressività del tumore sia nei 
carcinomi canini che felini. La correlazione negativa evidenziata con PTEN assieme 
ai risultati precedentemente noti in letteratura riguardanti il ruolo svolto da PTEN 
nella carcinogenesi, confermano quindi la rilevanza della molecola AKT e l’interesse 
nello sviluppo di farmaci AKT-inibitori.  
Il ruolo oncogeno della proteina Rictor viene svolto completando l’attivazione di 
AKT, che a sua volta ha importanti effetti biologici. In tal senso, il nostro studio ha 
confermato questo ruolo, mentre ha evidenziato un ruolo minore nell’influenzare 
l’aggressività del tumore. Esistono ormai molti farmaci in grado di inibire l’azione di 
mTOR, uno dei principali target di AKT ed una delle molecole chiave nella 
regolazione metabolica cellulare; questi farmaci tuttavia non sono in grado di 
bloccare mTORC2 e in più presentano lo svantaggio di riattivare la pathway 
PI3K/Akt tramite l’inibizione esercitata sul meccanismo di feedback negativo che 
mTOR esercita su questa via di trasduzione del segnale. Appare quindi interessante 
indagare ulteriormente la molecola Rictor e  il nostro studio è il primo riportato in 
medicina veterinaria;  è auspicabile che la ricerca possa chiarire ulteriormente il ruolo 
di Rictor in altre neoplasie, evidenziandone i meccanismi regolatori ed effettori con 
possibili ricascate in ambito farmacologico.    
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APPENDICE. Tessuti mammari e immunoreattività a Rictor  
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Rictor neg (1+1) 
 
59 
 
  
  
 
 
 
 
 
n. 42929 (cane)   kss 
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n. 28370 (gatto)   kst 
Rictor pos (2+2) 
 
n. 58142 (gatto)   kss 
Rictor pos (3+2) 
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